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摘要 :【 目 的] 果 蝇 Dichaete 基因 是 Sox Zik B 亚 家 族 基 因 ,其 表达 贯穿 整个 胚胎 发 育 阶段 ,在 个 体 
发 育 过 程 中 发 挥 重要 作用 。Dichaete 在 野生 型 果 蝇 幼虫 足 芽 上 也 有 微弱 表达 ,然而 其 在 足 发 育 过 
程 中 的 作用 少 有 报道 。 本 研究 旨 在 研究 异 位 表达 Dichaete 对 果 蝇 足 部 形态 构成 的 影响 ,探索 相关 
的 作用 机 制 。【 方 法 】 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster en-Gal4 品系 雄性 成 虫 与 UAS-Dichaete 转 基 
因 品 系 处 女 蝇 杂交 ,驱动 Dichaete 异 位 表达 ,解剖 子 一 代 成 束 足 ,在 显微镜 下 观察 异 位 表达 的 
Dichaete 对 成 虫 足 形态 结构 的 影响 ;同时 采用 免疫 组 化 技术 检测 异 位 表达 Dichaete 对 果 晶 足 芽 细胞 
凋 亡 和 Distal-less (DU) 表达 的 影响 。【 结 果 】 异 位 表达 Dichaete 导致 黑 腹 果 晶 成 虫 足 末端 结构 缺 
陷 , 引 起 3 龄 幼虫 足 芽 细胞 凋 亡 增加 ,上 调 了 Distal-less 基因 的 表达 ,但 对 Wg 和 Dpp 信号 均 无 影 
响 ; 抑制 细胞 凋 亡 也 无 法 拯救 该 缺陷 。 【结论 】] 异 位 表达 Dichaete 导致 黑 腹 果 晶 成 虫 足 末端 结构 缺 
% , Dichaete 可 能 通过 上 调 Distal-less 基因 影响 足 部 发 育 。 
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Effects of ectopic expression of Dichaete on leg development of Drosophila 


and its underlying mechanism 
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Abstract: [Aim] The Drosophila Dichaete gene is a gene of Sox B subfamily, which is expressed 
throughout embryogenesis and plays an important role in early development. Dichaete also exists in the leg 
disc of larvae, but little is known about its function in legs. The aim of this study is to investigate the 
effect of ectopic expression of Dichaete on leg development of Drosophila and to explore the underlying 
mechanism. [ Methods] en-Gal4 and UAS-Dichaete of Drosophila melanogaster were crossed, and 
Dichaete was ectopicly expressed under the control of en-Gal4 in the progeny. Legs of the progeny were 
cut off and their structure was observed using binocular microscope. Immunohistochemistry was used to 
detect cell apoptosis and Distal-less (Dil) expression in leg discs. [ Results] The ectopic expression of 
Dichaete resulted in distal leg defects of adults, enhanced apoptosis in the 3rd instar larvae, and 
increased expression of distal-less in D. melanogaster, but had no effect on Wg and Dpp signaling 
activities. Inhibition of apoptosis could not rescue the leg defects. [Conclusion] Ectopic expression of 


Dichaete interferes with maintenance of distal-less gene, leading to structural defects of adult leg of D. 
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Sox 蛋白 是 一 类 含有 HMG-box (high mobility 
group box) 结构 域 的 高 保守 和 蛋白 家 族 ,与 哺乳 动物 中 
睾丸 决定 因子 SRY/Sry (sex determining region of Y 
chromosome) 序 列 具 有 高 度 相 似 性 (Gubbay et al., 
1990; Baxevanis and Landsman ，1995 ) 。 由 于 其 具有 
的 特殊 结构 域 , Sox 蛋白 可 以 使 与 其 相 结合 的 DNA 
弯曲 变形 ,因此 ,Sox 蛋白 家 族 在 染色 体 结构 形成 以 
及 下 游 基 因 的 转录 调控 中 起 着 重要 作用 (Ferrari et 
al., 1992) 。 大 量 研究 表明 ,Sox 蛋白 参与 不 同 生物 
体 的 多 种 发 育 过 程 ,如 线虫 的 组 织 分 化 .昆虫 的 胚胎 
发 育 以 及 哺乳 动物 的 性 别 决定 等 (Wegner，1999，; 
Aleksic et al., 2013 ) 。 目 前 Sox 家 族 中 人 研究 最 为 深 
入 的 成 员 是 Sox2 , 其 属于 B 亚 族 ,是 哺乳 动物 特有 
的 基因 ,已 有 研究 报道 Sox2 是 神经 系统 发 育 过 程 所 
必需 的 调控 因子 (Collignon et al., 1996; Pevny et 
al., 1998) 。 此 外 ,Sox2 通过 激活 或 抑制 生物 个 体 发 
过 程 中 的 关键 信号 通路 ,参与 斥 胎 干细胞 的 细胞 
能 性 ,发 挥 重要 的 调控 作用 ( Boyer et al., 2005) 。 
ALM Dichaete 基因 是 哺乳 动物 Sox2 的 同 源 基 
因 , 与 Sox2 在 功能 上 具有 高 度 保 守 性 (Sanchez- 
Soriano and Russell, 1998, 2000), BANK M3 E 
ZR , Dichaete 参与 调控 果 晶 的 胚胎 发 育 过 程 ,并 与 细 
胞 的 自我 更 新 调控 有 关 (Russell et al., 1996), W 
究 发 现 , Dichaete 在 动物 豚 胎 分 节 和 神经 胶 质 的 发 
育 中 发 挥 重要 作用 ,在 缺失 Dichaete 的 果 晶 突变 体 
中 ,神经 胶 质 的 分 化 及 神经 轴 突 的 发 育 出 现 缺 陷 
1998 ) E] 时 ， 
Dichaete 调控 大 脑 特定 神经 细胞 的 分 化 以 及 后 肠 的 
形态 发 生 (Sanchez-Soriano and Russell, 2000 ) 。 
Overton 等 (2007 ) 报道 , 果 量 Dichaete 调控 腹部 表皮 
构 型 调控 最 下 游 转 录 因 子 shavenbaby ( svb ) 基因 的 
表达 , 从 而 调控 腹部 表皮 毛 的 形态 发 生 ( Payre et 
al., 1999; Overton et al., 2007; Chao et al., 2007 ) 。 
此 外 , 果 晶 的 Sox 蛋白 还 参与 调控 细胞 的 增殖 和 调 
亡 ,其 中 SoxF 通过 Wg 反馈 回路 控制 果 晶 翅 芽 的 增 
殖 (Dichtel-Danjoy et al., 2009) , 而 Dichaete 的 高 表 
达 诱 导 翅 芽 细 胞 凋 亡 ,导致 成 里 的 翅 匀 链 区 形态 缺 
4 (Russell, 2000) 。 

果 蝇 的 足 由 足 芽 发 育 而 来 ,在 足 芽 的 发 育 过 程 
中 ,上 皮 细 胞 响应 晓 皮 激素 20E 的 变化 (Fristrom， 
1988) ,在 幼虫 阶段 分 化 形成 单 层 细 胞 , 单 层 细胞 受 
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多 种 形态 发 育 机 制 调控 , 进一步 分 化 产生 成 虫 的 足 
(Trinkaus,，1984) 。 足 芽 的 发 育 需 要 前 后 隔 间 轴 线 
CAP) 背 腹 隔 间 轴 线 (DV) 和 近 远 端 轴线 (PD ) 的 分 
工 与 协作 (Estella et al., 2008 ) 。 在 形变 的 早期 
幼虫 阶段 , 足 芽 的 变化 十 分 剧烈 ,主要 是 沿 着 PD 端 
伸 长 , 沿 着 两 侧 端 压缩 ,这 种 变化 对 成 虫 足 结构 的 形 
成 起 着 关键 作用 (Condic et al., 1991)。 前 人 的 研究 
报道 , Dichaete 在 幼虫 阶段 的 足 芽 中 有 微弱 的 表达 
( Russell, 2000 ) , 然而 相关 的 功能 研究 鲜 有 报道 。 
本 研究 以 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 为 实验 材 
料 ,在 足 芽 异 位 表达 Dichaete ,结合 免疫 组 化 以 及 形 
态 学 观察 的 方法 ,检测 异 位 表达 Dichaete 对 果 蝇 足 
部 形态 构成 的 影响 ,研究 其 相关 作用 机 制 ,揭示 发 育 
过 程 中 关键 转录 因子 之 间 的 调控 关系 ,为 进一步 研 
究 果 蝇 足 部 的 发 育 机 制 提供 基础 。 


























1 材料 与 方法 


1.1 REMA 

转基因 黑 腹 果 晶 en-Gal4 , dpp-Gal4, UAS-p35 ， 
Dil-LacZ 来 自 中 国 农业 大 学 沈 杰 教授 课题 组 , UAS- 
Dichaete 购 自 Bloomington 果 晶 中 心 。 所 有 品系 均 用 
标准 玉米 酵母 培养 基 饲 养 , 饲 养 条 件 为 25 +1°%C , 光 
周期 16L: 8D ,相对 湿度 50% ~ 60% 。 本 实验 所 用 
的 杂交 品系 :(1)en-Gal4 与 UAS-Dichaete 类 交 , 子 一 
代 基 因 型 为 en > Dichaete;(2) 组 建 了 en >p35 基因 
AI Rha ,与 UAS-Dichaete 杂交 , 子 一 代 基 因 型 为 en > 
Dichaete + p35; (3 ) 组 建 了 en-Gal4 ; Dil-LacZ 基因 型 
果 晶 ,与 UAS-Dichaete 杂交 , 子 一 代 基 因 型 为 en > 
Dichaete ; Dil-lacZ , 
1.2 足 芽 解剖 及 免疫 组 化 

将 30%C 培 养 96 h AYR WL ARH 3 龄 幼虫 取出 置 
于 磷酸 盐 缓冲 液 (pH 7.2) 中 ,用 刍 子 将 虫 体 分 为 两 
段 , 内 脏 翻 出 ,去掉 肠 道 和 脂肪 体 ,保留 表皮 及 成 虫 
盘 组 织 ,转移 至 4% 的 甲醛 溶液 ( 含 0.5% Triton) 
中 。 全 部 解剖 过 程 需 在 冰 浴 中 快速 完成 。 

甲醛 溶液 固定 40 min 后 ,用 磷酸 盐 缓 冲 液 多 次 
清洗 固定 液 并 加 一 抗 抗体 ,4%C 过 夜 ,清洗 一 抗 并 加 
入 二 抗 , 避 光 置 于 室温 下 孵育 1 h。 洗 涤 二 抗 并 在 载 
玻 片 上 进行 第 2 次 解剖 ,前 出 足 芽 组 织 ,固定 在 
50% 的 甘油 溶液 中 封 片 保存 。 本 实验 所 用 的 抗体 如 
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下 :—4it: Dichaete 抗体 (1: 200，wv) 英 国 剑 桥 大 
学 Russell 教授 赠与 ，Casepase-3 抗体 (1: 200, v/ 
v) ,B-Gal 抗体 (1: 200, v/v) ,Wingless 抗体 (1: 200, 
v/v) , 购 于 DSHB 公司 ;pMad 抗体 (1: 200, v/v) W 
A Abcam 公司 。 二 抗 : 羊 抗 鼠 (1: 250, v/v), YPE 
人 饭 (1:250, v/v) , 购 于 Jackson 公司 。 
1.3 组 织 拍照 与 图 像 处 理 

将 成 虫 足 解剖 下 来 , 置 于 加 有 75%% 酒精 的 2 mL 
EP 管 中 , 在 转速 为 75 r/min WERE. WA 3 
次 ,每 次 10 min, 最 后 一 次 用 50% 的 甘油 清洗 , 待 甘 
与 组 织 充分 接触 后 ,将 成 虫 足 置 于 干净 的 载 玻 片 
上 , 封 片 , 拍 照 ( 倒 置 荧 光 显 微 镜 EVOS FL 成 像 系 
统 ) 。Photoshop6.0 软件 用 于 剪 切 拼接 图 片 。 使 用 
Image-J 软件 对 图 片 进行 荧光 强度 测定 ,数据 采用 
SPSS22. 0 软件 了 检验 进行 统计 学 分 析 。 


























dy 




















en>Dichaete 


E 100 pm 


图 1 野生 型 (WT) 和 en > Dichaete 基因 型 黑 腹 果 蝇 3 龄 幼 





Fig. 1 








2 结果 


2.1 Dichaete 异 位 表达 导致 黑 腹 果 蝇 成 虫 足 结构 
缺陷 

在 野生 型 果 蝇 幼 虫 足 芽 中 , Dichaete 的 表达 极 
为 微弱 。 本 研究 中 ,利用 en-Gal4 , dpp-Gal4 驱动 
Dichaete 在 足 芽 异 位 表达 ,以 研究 其 对 果 晶 足 发 育 
的 影响 ,不 同 的 Gal4 驱动 Dichaete 异 位 表达 , 均 出 
现 相 似 的 结果 ,本 文 以 en > Dichaete 为 例 展 示 。 
30% 饲养 96 h 后 ,Dichaete 抗体 检测 结果 显示 ,对照 
组 果 蝇 幼 虫 足 芽 中 有 微弱 的 Dichaete 表达 (图 1: 
A) ,在 处 理 组 en > Dichaete 果 蝇 幼虫 足 芽 后 隔 间 区 
检测 到 强烈 的 Dichaete 表达 (图 1: B ~C), XA 
号 强度 分 析 结 果 显 示 ,， 处 理 组 果 晶 幼虫 足 芽 的 后 隔 
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WT en>Dichaete 


REP Dichaete 基因 表达 水 平 以 及 成 虫 足 ( 前 足 ) 形 态 结构 


Expression levels of Dichaete in leg discs of the 3rd instar larvae and leg (foreleg) structure of adults in 


wild type (WT) and en > Dichaete Drosophila melanogaster 
































A: 野生 型 WT; B: en > Dichaete; C; en > Dichaete 基因 型 足 芽 中 绿色 荧光 蛋白 标记 与 Dichaete 抗体 染色 县 加 网 Overlay of GFP and anti-Dichaete 
in en > Dichaete leg discs; D: Dichaete 抗体 染色 荧光 强度 分 析 Fluorescence intensity of anti-Dichaete; E; Dichaete 异 位 表达 黑 腹 果 晶 的 成 虫 足 表 型 
Leg phenotypes in D. melanogaster of ectopic expression with Dichaete; F; Hf BEA} Analysis of tarsus length. Fe; 足 节 Femur; Ti; J&t Tibia; 





Ta; PHAS Tarsus. WT: 野生 型 果 晶 Wild type; en > Dichaete; en > Dichaete 基因 型 果 晶 en > Dichaete genotype; Dichaete; Dichaete 抗体 染色 























Dichaete antibody staining; GFP: 绿色 荧光 和 蛋白 标记 en-Gal4 表达 区 域 Green fluorescent protein indicating en-Gal4 control region. B 图 虚线 标记 荧光 
强度 测量 区 域 ;D 和 下 图 柱 上 星 号 标记 极 显 著 性 差异 (P <0.01, 了 检验 )。Dashed part in Fig. B indicates the selected region where the 


fluorescence intensity of antibody staining was quantified and analyzed. The asterisk above bars in Figs. D and F indicates extremely significant difference 











(P <0.01, T test). 
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间 区 Dichaete 信号 显著 高 于 对 照 组 ,表明 en > 
Dichaete 果 晶 幼虫 足 芽 后 隔 间 区 Dichaete 的 表达 水 
平 显 著 提 高 (图 1: D)o 

野生 型 果 晶 成虫 足 的 结构 主要 由 基 节 、 转 节 、 足 
节 、 肥 节 、 足 节 和 两 个 爪 组 成 ,其 中 最 末端 的 足 节 进 
一 步 细 分 为 5 小 节 ( 图 1: EE)。 在 en-Gal4, dpp-Gal4 
驱动 的 Dichaete 过 表达 的 果 晶 成 虫 中 , 足 末 端 结构 
出 现 畸 形 ,前 `. 中 \ 后 足 均 出 现 相似 的 表 型 ,表现 为 最 
远 端 的 跨 节 分 化 失败 ,5 小 节 融 合 在 一 起 并 出 现 皱 
缩 , 距 节 的 长 度 缩短 ,导致 整个 足 的 长 度 缩短 , 而 爪 
的 结构 并 未 受到 影响 (图 1: 卫 ~ 了 ,以 en > Dichaete 
前 足 为 例 ) ,结果 表明 , 异 位 表达 的 Dichaete 导致 成 
虫 足 末端 中 节 进 一 步 分 化 失败 ,呈现 结构 缺陷 。 
2.2 Dichaete 异 位 表达 引起 黑 腹 果 晶 幼虫 足 芽 细 
胞 凋 亡 增加 

细胞 凋 亡 状况 是 衡量 细胞 发 育 的 重要 指标 , 严 
重 的 细胞 凋 亡 可 能 会 造成 组 织 器 官 形 态 发 育 缺陷 
(Bejarano et al., 2010) 。 因 此 ， 我 们 检测 Dichaete 异 
位 表达 是 否 引 起 细胞 凋 亡 。 在 果 晶 和 其 他 动物 中 ， 
细胞 凋 亡 是 通过 激活 Caspases 蛋白 执行 的 (Song et 
al., 1997) 。 本 研究 采用 免疫 组 化 方法 ,用 Caspase- 
3 抗体 染色 标记 Caspase-3 蛋白 的 变化 ,从 而 检测 细 
胞 凋 亡 的 变化 。 结 果 显 示 , 在 对 照 组 果 蝇 幼虫 足 芽 
中 ,未 检测 到 明显 的 细胞 凋 亡 (图 2: A)。 与 对 照 组 
相 比 ,处 理 组 果 蝇 幼虫 足 芽 的 后 隔 间 区 细胞 凋 亡 增 
加 ,前 隔 间 区 未 受到 影响 (图 2: B ~ C) 。 结 果 表明 ， 
异 位 表达 Dichaete 引起 果 晶 幼虫 足 芽 细胞 凋 亡 增 
加 。 为 了 探索 成 虫 的 足 末 端 缺陷 是 否 单纯 由 于 细胞 
凋 亡 增加 所 引起 , 我们 组 建 了 en > p35 品系 ,与 
UAS-Dichaete 杂交 , 共 表 达 p35 和 Dichaete ,抑制 细胞 
凋 亡 ,观察 阻 断 细胞 凋 亡 是 否 可 以 拯救 成 虫 的 足 末 
端 缺 陷 ,结果 发 现 ,在 Dichaete 和 p35 共 表 达 的 足 芽 
上 ,未 检测 到 细胞 凋 亡 的 增加 ,表明 细胞 凋 亡 能 被 表 
达 p35 蛋白 成 功 抑制 (图 2: D ~ 卫 ) 。 单 独 表达 p35 
成 虫 足 发 育 正 常 , 共 表达 Dichaete 和 p35 成 虫 足 仍 
然 存在 缺陷 ,结果 表明 ,抑制 细胞 凋 亡 并 不 能 完全 恢 
复 果 蝇 足 形态 的 正常 发 育 ,我 们 推测 有 其 他 调控 机 
制 响应 异 位 表达 的 Dichaete。 
2.3 FARIA Dichaete 对 黑 腹 果 蝇 幼虫 足 芽 We 
和 Dpp 信号 的 活力 无 影响 

在 足 芽 的 发 育 过程 中 ,Wg 和 Dpp 信号 指导 足 
芽 早 期 形 貌 发 生 (Lecuit and Cohen, 1997), RIX 
用 免疫 组 化 的 方法 ,检测 Dichaete 异 位 表达 对 足 芽 
We 和 Dpp 信号 的 影响 。 结 果 发 现 ,在 野生 型 果 蝇 



















































































































































































幼虫 足 芽 中 , We 呈 条 带 状 分 布 在 背 侧 区 ,Dpp 时 条 
带 状 分 布 在 足 芽 的 前 隔 间 。 在 en > Dichaete 果 蝇 幼 
虫 足 芽 中 , Weg 和 Dpp 的 活力 及 表达 模式 与 对 照相 
比 没有 变化 (图 3: A ~F)。 由 于 en-Gal4 控制 的 
Dichaete 异 位 表达 区 域 与 Wg 和 Dpp 信号 表达 的 区 
域 并 不 重 县 ,我 们 检测 了 Dpp-Gal4 驱动 Dichaete 异 
位 表达 对 We 和 Dpp 信号 的 影响 ,作为 补充 。 结 果 
发 现 ,与 en-Gal4 驱动 的 结果 相似 , Wg 和 Dpp 的 活 
力 及 表达 模式 无 明显 变化 ,说 明 异 位 表达 Dichaete 
对 足 芽 Wg 和 Dpp 活力 无 影响 。 
2.4 Dichaete 异 位 表达 对 Distal-less 表达 的 影响 
在 果 蝇 足 芽 发 育 过 程 中 ,Distal-less( DL) 基因 主 
要 负责 调控 足 的 远 端 形态 发 育 (Calindo et al., 
2002; Estella et al., 2008)。 为 了 进一步 研究 异 位 表 
达 Dichaete 对 足 芽 发 育 的 影响 ,探索 成 虫 足 末 端 结 
构 缺 陷 的 成 因 , 本 研究 检测 了 异 位 表达 Dichaete 对 
DU 表达 水 平 的 影响 。 我 们 用 Dll-lacZ 标记 en > 
dichaete RiR 3 龄 幼虫 的 足 芽 DU 基因 ,检测 其 表达 
水 平 ,实验 结果 发 现 ,对 照 组 野生 型 果 昌 幼虫 足 芽 
中 ,DU 的 表达 成 环 状 均 匀 清 晰 地 分 布 在 足 芽 前 后 隔 
间 区 (图 3: G) ,在 处 理 组 (en > Dichaete) t} , Boa 
隔 间 区 DU 表达 显著 升 高 (图 3: H ~J) HHR 
表达 的 Dichaete 引起 了 DU 表达 的 上 调 。 因 此 ,我 们 
推测 , 异 位 表达 的 Dichaete 引起 Dl 基因 异常 表达 ， 
导致 成 虫 远 端 形态 结构 泰 乱 。 利 用 Genomatix 
Software Suite v3.9 对 DU 的 基因 序列 进行 了 转录 因 
子 结合 位 点 分 析 预 测 , 发现 Dichaete 与 DU 基因 序列 
5' 非 编码 区 没有 结合 位 点 ,推测 它们 之 间 并 非 直 接 
调控 ,而 是 通过 调控 其 他 基因 间接 引起 的 。 




















































































































3 讨论 











Sox 蛋白 是 一 类 保守 的 转录 因子 家 族 , 参 与 生 
物体 的 多 种 发 育 过 程 ,其 中 对 有 果 蝇 B 家 族 Dichaete 
的 研究 较为 深入 ( Aleksic et al., 2013), HATE Æ 
现 其 主要 参与 胚 胎 分 节 、 中 枢 神 经 发 育 、 大 脑 发 育 以 
及 后 肠 形成 等 (Sanchez-Soriano and Russell, 2000 ) 。 
Dichaete 基因 表达 贯穿 整个 胚胎 形成 过 程 ,在 发 育 
过 程 中 的 神经 系统 、 肠 道 以 及 成 虫 盘 上 也 有 表达 ， 
此 ,Dichaete 在 不 同 组 织 的 发 育 中 可 能 具有 特异 的 
调控 功能 。 前 人 报道 ,Dichaete 在 翅 芽 上 没有 表达 ， 
Russell 研究 AM , HEE GLIA Dichaete 会 引起 
HUE iB AY) 7) HK ( Russell, 2000), Æ Æ FE 
Dichaete 仅 有 微弱 的 表达 ,我 们 前 期 干扰 足 芽 Dichaete 
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图 2 Dichaete 异 位 表达 对 黑 腹 果 蝇 3 龄 幼虫 足 芽 细 胞 调 亡 的 影响 

Fig. 2 Effect of ectopic expression of Dichaete on apoptosis in leg discs of the 3rd instar larvae of Drosophila melanogaster 
A: 野生 型 足 芽 细胞 凋 亡 检测 Apoptosis in wild type leg discs; B; en > Dichaete 基因 型 足 芽 细 胞 凋 亡 检测 Apoptosis in en > Dichaete leg discs; C; en 
> Dichaete 基因 型 足 芽 中 绿色 荧光 和 蛋白 标记 与 Caspase-3 抗体 染色 寿 加 图 Overlay of GFP and anti-Caspase-3 in en > Dichaete leg discs; D; en-Gal4 














驱动 Dichaete 和 p35 共 表 达 的 足 芽 细 胞 凋 亡 检测 Apoptosis in en > Dichaete + p35 leg discs; E; en-Gal4 驱动 Dichaete Fil p35 共 
白 标记 与 Caspase-3 抗体 染色 二 加 图 Overlay of GFP and anti-Caspase-3 in en > Dichaete + p35 leg discs. WT: 野生 型 上 
色 Caspase-3 antibody staining; GFP: 绿色 效 光 和 蛋白 标记 en-Gal4 表达 区 




















en > Dichaete 基因 型 果 蝇 en > Dichaete genotype; Cas3 : Caspase-3 抗体 染 








域 Green fluorescent protein indicating en-Gal4 control region. 
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图 3  Dichaete 异 位 表达 对 黑 腹 果 蝇 3 龄 幼虫 足 芽 We 和 Dpp 信和 号 活力 的 


Fig. 3 Effect of ectopic expression of Dichaete on Wg and Dpp signaling activities and Dil expression in leg discs 


of the 3rd instar larvae of Drosophila melanogaster 
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响 以 及 对 DU 表达 的 影响 


表达 的 绿色 荧光 蛋 
it Wild type; en > Dichaete : 





WT en>Dichaete 


A-C: 分 别 是 野生 型 (A) .en > Dichaete 基因 型 (B) 和 dpp > Dichaete IRAI (C) Æ E We 信和 号 检测 We expression in wild type (A) , en > Dichaete 








(B) and dpp > Dichaete (C) leg discs, respectively; D - F; 分 别 是 野生 型 
号 检测 Dpp expression in wild type (D) , en > Dichaete (E) and dpp > Dich 
Jj pMad antibody staining reflecting Dpp signaling activity; Wg: Wingless 抗体 染 








(D) en > Dichaete 基因 型 (上 ) 和 dpp > Dichaete FEA AY ( F) AL SF Dpp 信 
aete (F) leg discs, respectively. pMad: pMad 抗体 梁 
色 Wingless antibody staining; G: 野生 型 足 芽 DU 表达 检测 DU 


色 标 记 Dpp 信号 活 


expression in wild type leg discs; H; en > Dichaete 基因 型 足 芽 DU 表达 检测 DIL expression in en > Dichaete leg discs; 1; en > Dichaete 基因 型 足 芽 中 


绿色 荧光 蛋白 与 Dll-lacZ RAIA] Overlay of GFP and Dll-lacZ in en > 





lacZ. Dll-lacZ; Dil-lacZ 标记 DU 基因 的 表达 水 平 Expression level of Dll-lacZ labeled Dil; GFP; 2% 


fluorescent protein indicates en-Gal4 control region. I 图 虚线 标记 荧光 强度 区 域 ;J 图 柱 上 星 号 标记 极 显 著 性 差异 (P<0.01, 了 检验 ) Dashed 


色 荧 光 和 蛋白 标记 en-Gal4 表达 














Dichaete leg discs; J; Dll-lacZ 殉 光 强度 分 析 Fluorescence intensity of DI- 


区 域 Green 





part in Fig. I indicates the selected region where the fluorescence intensity of antibody staining was quantified and analyzed. Asterisk above bars in Fig. J 


indicates extremely significant difference ( P <0.01, T test). 





的 表达 ,未 发 现 足 部 发 育 异 常 。 运 用 en-Gal4 驱动 
Dichaete 在 足 芽 异 位 表达 , 发现 成虫 足 中 节 分 化 失 





败 , 足 部 末端 皱 缩 。 结 果 表 明 , Dichaete 的 异 位 表达 
响 足 末端 结构 发 育 ,解剖 晴 前 期 的 足 芽 ,发 现 其 形 
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貌 结 构 并 未 发 生变 化 ,我 们 推测 , 足 发 育 的 缺陷 是 在 
晴 中 后 期 的 发 育 过 程 中 产生 的 。 

细胞 凋 亡 是 极为 重要 的 细胞 生理 过 程 。 在 完全 
变态 昆虫 中 ,细胞 凋 亡 贯 穿 于 整个 发 育 过 程 中 ,对 于 
维持 个 体 正常 生长 发 育 及 成 虫 器 官 的 形成 极为 重要 
( 刘 影 等 , 2009 ) 。 一 旦 细胞 凋 亡 规律 出 现 北 乱 , 生 
物 个 体会 表现 出 发 育 畸 形 、 生 长 停滞 甚至 死亡 的 现 
Z (Bejarano et al., 2010), Russell (2000 ) KJ IFI Æ 


























MR ARE A, EEH mkA ERA 84h 
后 , 近 远 端 形态 的 形成 不 再 依赖 Wg 和 Dpp, 而 是 由 
Dac 和 DU 基因 自主 调控 ( Estella et al., 2008), Dil 
是 足 芽 远 端 发 育 重 要 的 调控 基因 , 主要 在 足 芽 的 中 
心 区 域 表 达 。 在 3 龄 中 后 期 幼虫 的 足 芽 中 ,DU 表达 
对 应 足 的 远 端 大 部 分 区 域 ,包括 肥 节 和 末端 的 足 节 
(Galindo et al., 2002)。Gorfinkiel 等 (1997 ) 研究 发 
现 , 在 足 芽 增加 DU 的 表达 可 影响 足 末 端 结构 发 育 ， 

















现 ,Dichaete 对 翅 芽 的 细胞 凋 亡 具 有 诱导 作用 , 异 位 
表达 的 Dichaete 引起 突变 体 果 蝇 翅 芽 的 近 端 细胞 凋 
亡 增 加 ,从 而 导致 成 虫 的 起 贸 链 区 畸形 。 为 了 进 一 
步 研究 Dichaete 在 果 蝇 足 发 育 过 程 中 的 作用 机 制 ， 
我 们 检测 了 异 位 表达 Dichaete 的 果 蝇 幼虫 足 芽 细 胞 
凋 亡 ,发 现 异 位 表达 的 Dichaete 引起 了 幼虫 足 芽 的 
细胞 凋 亡 增加 ,由 于 抑制 细胞 凋 亡 并 不 能 拯救 成 虫 
足 部 的 缺陷 ,因此 ,我 们 推测 ,细胞 凋 亡 的 增加 并 不 
是 引起 足 末端 形态 缺陷 的 主要 原因 。 

尽管 Sox 家 族 的 功能 已 经 有 一 定 的 研究 ,但 是 
它们 调控 的 靶 标 基因 鲜 有 报道 ,只 有 很 少 的 靶 标 基 
因 被 鉴定 ,包括 哺乳 动物 的 nestin (Tanaka et al., 
2004) , fef4 ( Ambrosetti et al., 1997), HoxB1 (Di 
Rocco et al., 2001), UTF1 (Nishimoto et al., 1999) 
和 crystalline ( Kamachi et al., 1995) ,以 及 果 蝇 的 
crystalline (Blanco et al., 2005), slit 和 und (Yu et 
al., 2005) 。 在 果 蝇 中 , Dichaete 调控 的 靶 标 基因 以 
及 与 之 互 作 的 基因 在 不 同 组 织 部 位 有 所 不 同 。 比 
如 ,在 神经 胶 质 中 , Dichaete 调控 slit 基因 (Sanchez- 
Soriano and Russell, 1998) ,在 胚胎 分 节 过 程 中 调控 
pair-rule 基因 ( Russell et al., 1996) ,在 后 肠 发 育 过 
程 中 ,调控 Dpp 基因 (Sanchez-Soriano and Russell, 
2000) ,在 翅 芽 上 ,和 We 信号 有 关 ( Russell, 2000) 。 
在 足 芽 的 发 育 过 程 中 ,Wg 和 Dpp 信号 都 与 DAV $H 
线 和 P/D 轴线 形成 密切 相关 ( Galindo et al., 2002) 。 
与 翅 上 有 所 不 同 , 足 芽 上 Wg 和 Dpp 都 沿 着 A/P 边 
界 在 Hedgehog 的 控制 下 表达 。Wsg 调控 腹 侧 细胞 命 
运 分 化 , Dpp 调控 背 侧 细胞 命运 分 化 (Lecuit and 
Russell,，1997) 。 在 足 芽 上 , We 和 Dpp 基因 是 否 为 
Dichaete 调控 的 服 标 基因 ? 我 们 检测 了 异 位 表达 的 
Dichaete 对 Wg 和 Dpp 信号 的 影响 ,结果 发 现 ,在 
Dichaete 异 位 表达 的 足 芽 中 ,Wg 和 Dpp 信号 没有 明 
显 变 化 ,说 明 它 们 不 是 Dichaete fF FAA HE rst A 。 

We 和 Dpp 信号 这 两 个 重要 的 信号 通路 都 激活 
Dac 和 DU 的 表达 来 调控 足 芽 的 发 育 ,其 中 ,Dac 编 
码 一 个 核 蛋 白 ,在 足 节 和 肥 节 表达 ,而 Dl 编码 一 个 







































































导致 末端 结构 尺寸 减 小 ,严重 的 甚至 导致 林 端 结构 
丧失 ( Gorfinkiel et al., 1997), Dll 的 正常 表达 对 于 
维持 足 末 端 结 构 非 党 重要。 我们 的 研究 发 现 ,在 
Dichaete 基因 异 位 表达 的 果 晶 幼虫 足 芽 中 ,Dl 表达 
升 高 ,表明 Dichaete 基因 参与 调控 DU 的 表达 。 有 研 
究 报 道 ,Dichaete 与 DU 同 为 成 神经 细胞 发 育 过 程 中 
所 必需 的 短期 调控 因子 ,在 视神经 叶 的 发 育 过 程 中 
存在 着 相互 调控 关系 (Rossi et al., 2017), RITHE 
测 Dichaete 基因 通过 调控 DU 的 表达 影响 足 芽 P/D 
形态 发 育 ,导致 成 虫 足 远 端 发 育 畸 形 。 

综 上 所 述 ,本 实验 运用 Gal4AUAS 系统 异 位 表 
ARIE Sox 家 族 Dichaete 基因 ,人 研究 Dichaete 对 果 晶 
足 部 发 育 的 影响 ,发现 异 位 表达 Dichaete BURR 
足 末端 结构 缺陷 ,为 了 探索 成 虫 足 部 缺陷 的 成 因 ,我 
们 检测 了 We 和 Dpp 信号 通路 , 发现 它 们 没有 发 生 
明显 变化 ,进一步 检测 了 远 端 调控 基因 DU 的 表达 ， 
结果 表明 ,DU 响应 Dichaete 的 表达 变化 ,基因 表达 
上 调 。 由 此 推测 ,成 虫 足 未 端 结构 缺陷 可 能 是 由 于 
DU 表达 北 乱 造成 的 。 下 一 步 ,我 们 将 在 异 位 表达 
Dichaete 的 同时 ,温和 地 下 调 DU 的 表达 ,检测 足 部 
发 育 的 变化 ,运用 Flp/Ay 系统 在 幼虫 足 芽 随 机 制造 
Dichaete 异 位 表达 克隆 ,检测 克隆 区 域 的 DU 表达 以 
及 相关 信号 通路 的 变化 ,进一步 探究 Dichaete 调控 
Dll 表达 的 作用 机 制 , 为 深入 研究 果 晶 足 部 发 育 的 调 
控 机 制 提供 基础 。 
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